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略語 LDH Lactase dehydrogenase 
ALT Alanine aminotransferase LSE-high Living Skin Equivalent-high 
ART 
Aluminum hydroxide coated rutile 
typed titanium dioxide nanoparticles 
M.W. Molecular weight 
AST Aspartate aminotransferase MTT 
3-(4,5-dimethylthyazol-2-yl)-2,5-d
iphenyl-2H-tetrazolium bromide 
BrdU 5-bromo-2’-deoxy-uridine NAT 
Non-coated anatase typed titanium 
dioxide nanoparticles 
BUN Blood urea nitrogen NRT 
Non-coated rutile typed titanium 
dioxide nanoparticles 
CLSM Confocal laser scanning microscope PBS Phosphate buffered saline 
CPK Creatine phosphokinase PLGA Poly-lactic-co-glycolic acid 
DMEM Dulbecco’s modified eagle medium SDS Sodium dodecyl sulfate 
DNA Deoxyribonucleic acid SEM Scanning electron microscope 
DNCB 1-choloro-2,4-dinitrobenzene SRT 
Silica coated rutile typed titanium 
dioxide nanoparticles 
EDX Energy dispersive X-ray spectrometry TDDS Transdermal drug delivery system 
E-FCA 
Emulsion formed Freund's complete 
adjuvant 
TEM Transmission electron microscope 
FBS Fetal bovine serum 記号 
FCA Freund's complete adjuvant A 有効透過面積 
FD Fluorescein isothiocyanate-dextran C0 適用濃度 
FITC Fluorescein isothiocyanate Cd 適用物質濃度 
HDF Human dermal fibroblasts Cmin 定量限界濃度 





i.v. Intravenous L 皮膚バリヤーの厚み 
ICP-MS 
Inductivity coupled plasma mass 
spectrometry 
Q 単位面積当たりの累積透過量 
IL-1 Interleukin-1 T 適用時間 






























 これまでの酸化チタン製品は、粒子径が 200～300 nm の pigment grade のルチ
ル型が主流であったが、機能性（紫外線散乱効果の上昇、塗布時の透明感、使
用感）を高めた、粒子径が 10～20 nm の ultrafine と呼ばれるナノサイズのものが











Table 1  ナノマテリアルの国内年間使用量 
物質名 国内使用量 主な用途 
カーボンブラック 100 万 t タイヤ、自動車部品 
シリカ 13,500 t インク、合成ゴム、タイヤ 
酸化チタン 1,250 t 化粧品、光触媒 
酸化亜鉛 480 t 化粧品 
カーボンナノチューブ 60 t 電子材料 
フラーレン 2 t スポーツ用品 













fluorescent polystyrene latex spheres, particle size：50 nm）を用いて皮膚透過性を評
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第 1 編 ナノマテリアルの皮膚浸透・透過性の評価 11) 
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第 1 節 理論 
 
1. 物質透過ルート 19) 
Figure 1 に物質透過ルートを示す。Type 1 は溶解拡散ルートであり、膜に溶解
する物質のみが透過する。Type 2 は細孔ルートであり、細孔サイズよりも小さ
な物質が透過する。また、Type 3 は溶解拡散ルートと細孔ルートの複合ルート














Fig. 1  Various permeation routes of materials. 
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2. 皮膚透過係数と角層の落屑速度 
皮膚浸透性や透過性の定量的指標として透過係数（permeability coefficient, P, 
cm/s）が用いられる。角層は部位によって異なるが、約 20 層の角質細胞層から
成り、約 20 µm の厚みがある。角層は最外層から 1 日 1 層ずつ剥がれる（落屑
する）ため（落屑層の厚みを 1 µm とすると）落屑速度（Pdes）は 1 µm/day、す
なわち約 1 × 10-9 cm/s となる。したがって、これ以下の P を示す物質は、丸 1
日かかってようやく角層 2 層目直前に移行したとしても、このとき物質が移行
した部分（1 層目）が剥がれる 21)ため、角層を透過経路とする場合には論理的に
は角層下層に移行しない。ここで、P と Pdesの大小関係から、P - Pdes >> 0 のと







 また、透過係数 P は以下のようになる 
   …(2) 
 
ここで、式中の D は透過物質の皮膚バリアー中拡散係数、K は同物質の皮膚バ
















VCPc    …(3) 
ここで、Pcは計算より求められた最大透過係数、Cmin は定量限界濃度、V はレシ
ーバー容量、A は有効透過面積、T は適用時間、C0 は適用濃度を示す。 
 Table 2 に種々物質の皮膚透過係数を示す 21)。皮膚を透過し全身作用を示す物
質は 1×10-9 cm/s よりも大きな透過係数を示し、皮膚を浸透し局所作用を示す物




要がある。Bos と Meinardi によると、皮膚感作性を示す物質の分子量のほとん
どが 500 ダルトン以下であること、また、皮膚組織に薬物を送達するいわゆる
局所作用を期待する外用医薬品や全身吸収性を期待して皮膚に適用する経皮薬
物送達システム（Transdermal Drug Delivery System; TDDS）中に含まれる薬物は
Table 2  Permeability coefficient of various compounds 
透過係数  
（cm/s）  
物質名  分子量 皮膚  
4  10-9 クロモグリク酸ナトリウム  512 ヘアレスラット皮膚  
5  10-9 カルセインナトリウム  644 ヘアレスラット皮膚  
2  10-8 コルチコステロン 22, 23)  346 ヒト皮膚  
2  10-7 
水分子  18.0 ヒトおよびヘアレスラット皮膚 
5-フルオロウラシル  130 ヘアレスラット皮膚  
ジクロフェナク酸ナトリウム 318 ヘアレスラット皮膚  
1  10-7 一硝酸イソソルビド  191 ヒトおよびヘアレスラット皮膚 
3  10-6 硝酸イソソルビド 236 ヒトおよびヘアレスラット皮膚 
8  10-6 フルルビプロフェン  244 ヘアレスラット皮膚  
1  10-5 リドカイン（分子型）  234 ヒトおよびヘアレスラット皮膚 
2  10-5 5-フルオロウラシル  130 ヘアレスラット stripped skin  
 




を例として考えると、分子量 500 ダルトン程度の物質の直径は 1.0～1.3 nm であ
る。皮膚を透過しないと言われているタンパクでさえ直径が 5～8 nm であるた





Table 3  Molecular markers to examine the separation properties by ultrafiltration 
membrane25) 
 分子量（g/mol） 分子径（nm） 
スクロース 340 1.1 
ラフィノース 590 1.3 
ビタミン B12 1,360 1.7 
バシトラシン 1,410 1.7 
インスリン 5,700 2.7 
チトクローム C 13,400 3.8 
ミオグロビン 17,000 4.0 
-キモトリプシノーゲン 25,000 4.6 
ペプシン 35,000 5.0 
オボアルブミン 43,000 5.6 
仔牛血清アルブミン 67,000 6.4 
アルドラーゼ 142,000 8.2 
-グロブリン 150,000 8.4 
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(nm in d) 
FD-4 3.38-4.40 2.8 27) 0.45 
FD-20 21.2 6.6 27) 0.82 
FD-40 35.6-38.5 9.0 27) 0.95 
FD-70 69.8 12.0 27) 1.08 
FD-250 250 21.0 28) 1.32 
FD-2000 2000 41.6 29) 1.62 
Refer to the references for the number in brackets 
第 2 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
Fluoresbrite® Yellow Green（YG）plain Microspheres 0.05 μm は Polyscience, Inc.
（ Warrington 、 PA 、 U.S.A. ） よ り 購 入 し た も の を 用 い た 。 Fluorescein 
isothiocyanate-dextran（FD-4、FD-20、FD-40、FD-70、FD-250、FD-2000、以下総
称して FD と略記）は Sigma Aldrich Co.（St. Louis、MO、U.S.A.）より購入した
ものを用いた。Table 4 に本研究で用いた FDs の物理化学的パラメーターを示す。
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2. 実験動物 















約 0.5 mm の傷を約 5 mm 間隔で 2 本つけた razor-treated skin も用いた。なお、
needle 処理は皮膚を動物から摘出し、皮膚をガラス製拡散セルにアロンアルファ
で固定した後、有効透過面積内の 1 ヶ所に 20-30G 注射針を先端から 10 mm 刺し
た。この時、針は皮膚を完全に貫通したのを確認した。Razor 処理は割り箸で剃
刀を挟み、刃の出ている部分を 0.5 mm に調整し、その剃刀を一定の力で左から
右に引くことで有効透過面積内に 2 本の傷をつけた。なお、razor 処理および皮
膚の摘出は麻酔下で行った。腹部皮膚を摘出後、真皮側の脂肪を丁寧にハサミ
で取り除いた。  
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4. In vitro 皮膚透過実験法 
これら摘出皮膚を横型拡散セル（有効透過面積 0.95 cm2）に挟み、皮膚の自家
蛍光と角層の水和状態の影響を除くため、表皮側および真皮側に phosphate 
buffered saline（PBS、pH7.4）を 3.0 mL 適用し、1 時間放置した。1 時間後、10 Hz
の交流電流を供給する Impedance Meter（Advance、東京、日本）を用い、皮膚電
気抵抗値を測定した。なお、電極は Ag-AgCl 電極を用いた。その後、表皮側お
よび真皮側の溶液を取り除き、再度 PBS を真皮側に 3.0 mL 適用した。真皮側溶
液より 0 時間目のサンプリング（0.5 mL）を行い、同量の PBS を真皮側に補充
した。表皮側には PBS に分散させた Fluoresbrite®懸濁液、または溶解させた FD
溶液（Intact skin の場合 FD-4, 20; 1.0 mg/mL、FD-40, 70; 7.5 mg/mL、FD-250; 10 
mg/mL、stripped skin、 razor-treated skin、needle-punctured skin の場合は全て 1 
mg/mL）を 3.0 mL 適用した。なお、needle-punctured skin を用いる場合には、貫
通孔への空気の侵入を防ぐため 0.1% Tween 80 含有 PBS を使用した。実験中、
セル内の温度を 32˚C に保ち、表皮側と真皮側のセル内をマグネティックスター
ラーで攪拌子を回転させることで攪拌した。経時的に真皮側溶液から 0.5 mL サ
ンプリングを行い、その都度、同量の PBS を補充した。得られたサンプル中の
Fluoresbrite®量および FD 量は蛍光分光光度計（RF-5300、株式会社島津製作所、
京都、日本）を用いて測定した。Table 5 に Fluoresbrite®および FD の定量条件を
示す。 
  
Table 5  Spectrofluorometic conditions for Fluoresbrite® and FDs measurement 
 Fluoresbrite® FDs 
Excitation wavelength (nm) 441 490 
Emission wavelength (nm) 486 520 
Excitation and Emission bandwidth (nm) 5 5 










- 15 - 
 
第 3 節 結果 
 
1. Fluoresbrite®の in vitro 皮膚透過性 
 Figure 2a と b にヘアレスラット intact skin、stripped skin、razor-treated skin およ
び needle-punctured skin を介した Fluoresbrite®の透過プロファイルを示す。Intact 
skin だけでなく皮膚透過の最大のバリアーといわれている角層を取り除いた
stripped skin に 24 時間適用しても、Fluoresbrite®は皮膚を透過しなかった（Fig. 1a）。
さらに、大変興味深いことに、razor で皮膚を深く傷をつけても Fluoresbrite®の皮
















Fig. 2  Time course of changes in the cumulative fraction of Fluoresbrite® that 
permeated through  intact skin, stripped skin and razor-treated skin (a) and 
needle-punctured skin (b).  Relationship between area of needle-punctured hole and 
cumulative amount of Fluoresbrite® that through needle-punctured skin over 5 h (Q5). 
Symbols: ○; 20G needle (external diameter: 0.9 mm), □; 23G needle (0.6 mm), 
△; 27G needle (0.4 mm), ◇; 30G needle (0.3 mm). 
Each point represents the mean ± S.E. (n = 3-4). 
b) Needle-punctured skin
Time (min)
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 Figure 3に Fluoresbrite®適用後のCLSMによる皮膚垂直切片画像を示す。Fig. 3a









 Figure 4a および b それぞれに表皮側および真皮側より観察した Fluoresbrite®適





Fig. 3  CLSM image of vertical slice of hairless rat skin after application of Fluoresbrite®
a) stripped skin 24 h after application of Fluoresbrite®, b) razor-treated skin 5 min after 
application of Fluoresbrite®, c) needle-punctured skin 10 min after application of 
Fluoresbrite®.  Each bar represents 200 m.  Arrows in b and c show site of 












Fig. 4  Horizontal observation of the epidermis side (a) and dermis side (b) of hairless 
rat needle-punctured skin after application of Fluoresbrite®.  Arrows show pores 
















b) Dermis side 
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の x 軸切片が表皮側および真皮側共に約 80 m であったことから、この程度の
孔粒子径が Fluoresbrite®（粒径 0.05 m）の皮膚透過に必要であることが示唆さ
れた。Fig. 5a, b と Fig. 2c、Fig. 5c, d と Fig. 2d 共にグラフが似ている。この時の
Fig. 2d の x 軸との交点の値は、0.056 mm2 で、針の外径は 130 m であった。こ
の値は、Fig. 5c, d から求めた孔の面積や針の外径よりも大きな値を示した。 





Fig.5  Relationship between permeability coefficients (P) of Fluoresbrite® and 
Heywood diameter (a, b) and area (c, d) of pores prepared by needle puncture. 
Heywood diameter was calculated by CLSM observation from epidermis side* and 
dermis side** of needle-punctured skin.  The pore area was determined by π  
(Heywood diameter/2)2.  Intercept in x-axis in Fig. 4c and d are 79 and 77 nm, 
respectively.  Each point represents the mean ± S.E. (n = 3). 
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2. FITC-dextran 類の in vitro 皮膚透過性 
高分子モデル物質である FDs の皮膚透過性を同様に測定し、ナノマテリアル
の皮膚透過性と比較した。Figure 6 に intact skin を介した FD-4 - FD-2000 の透過




48 時間の intact skin 透過実験では透過が認められなかった。 
Figure 7に stripped skinおよび razor-treated skinを介したこれら FDsの透過プロ
ファイルを示す。Stripped skin と razor-treated skin を介する FD 透過性の差につい
て、8 時間累積透過量を基準に調べると、FD-4 や FD-20 では透過性に差が見ら
れなかったが、FD-40、FD-70 や FD-250 では razor-treated skin での透過性の方が
高くなる傾向がみられた。なお、FD-2000 では透過量が低く、定量感度も低いた
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Fig. 6  Time course of changes in cumulative amount of FDs that permeated through 
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Fig. 7  Time course of changes in cumulative amount of FDs that permeated through 
hairless rat stripped skin (□) and razor-treated skin (◇).  Each point represents the 
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Figure 8 に FD の permeability coefficient と Stokes diameter である d の double 
logarithmic relation を示す。Log d の増加に伴い、intact skin、stripped skin および
razor-treated skin を介する Log P は減少する傾向がみられた。Intact skin で FD-40
と FD-70 の Log P の大小が逆転しているが、その理由は不明である。また、こ
の時、intact skin の P は 22～36 時間目までの平均値、stripped-skin と razor-treated 
skin は定常状態の P を用いた。なお、図中の intact skin を介する FD-2000 の値は




Fig. 8  Relationship between permeability coefficients (P) and Stokes diameter (d) of 
FDs.  Symbols: ○; intact skin, □; stripped skin, ◇; razor-treated skin,   ; FD-2000 
estimated value.  Dashed line shows desquamation rate.  Each point represents the 
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Figure 9 に各処理を施した皮膚の電気抵抗値を示す。Stripped skin の電気抵抗
値は intact skin の約 1/20 とかなり低かった。同様な傾向は razor-treated skin でも
みられた。しかし、大変興味深いことに、needle-punctured skin の電気抵抗値は
stripped skin や razor-treated skin と比較して、高い値を示した。Needle-punctured 






Fig. 9  Comparison of electric resistance in several skin samples 1 h after hydration. 
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 Figure 10 に各処理を施した皮膚を介する FD-4 の透過性を示す。FD の皮膚透
過性は razor-treated skin、stripped skin、needle-punctured skin、intact skin の順にな
った。Fluoresbriteとは異なり、皮膚の電気抵抗値が下がると FD の皮膚透過性
が増加することが示唆された。 
 Figure 11a に FD-4 の透過係数 P と各処理を施した皮膚の電気抵抗値の逆数と
の関係を示す。FD の皮膚透過係数は電気抵抗値の逆数と比例する傾向がみられ





Fig. 10  Relationship between permeability coefficients (P) and reciprocal of 
electric resistance in several skin samples.  Symbols: ○; intact skin, □; stripped 
skin, ◇ ; razor-treated skin, △ ; 30 G needle-punctured skin.  Each value 
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Fig. 11  Comparison of permeability coefficients (P) in several skin samples of FD-4 
(a) and Fluoresbrite.  Symbols: ○; intact skin, □; stripped skin, ◇; razor-treated 
skin, △; 30 G needle-punctured skin.  Each value represents the mean ± S.E. (n 
=3-4). 
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第 4 節 考察 
 
 Fluoresbrite®はヘアレスラット intact skin を透過しなかった（Fig. 2a）。そこで、
蛍光分光光度計を用いた定量における限界濃度や適用濃度から intact skinを介し
た Fluoresbrite®の P 値を算出すると 2.4×10-10 cm/s 以下となった。第 1 章、第 1
節の 2 で示したように、この値は落屑速度（Pdes）よりも低く、P - Pdes << 0 に分
類できるため、角層を透過経路とする場合には Fluoresbrite®は皮膚透過および皮
膚浸透はしないと考えることができる。また、Fluoresbrite®は角層を除いた
stripped skin も透過しなかった（Fig. 2a, Fig. 3a）。Fluoresbrite®は媒質に溶けない
ため、たとえ角層にひびが入って浸透したとしても生きた表皮や真皮中を拡散
しないことが推察された。さらに、Fluoresbrite®適用後の razor-treated skin 垂直切
片画像（Fig. 3b）から、Fluoresbrite®に起因する蛍光がその傷表面に観察された。





ことや Fluoresbrite®（0.05 m 径）の透過にはその 1000 倍程度の細孔が必要であ
ることも併せて示唆された（Fig. 5）。以上より、Fluoresbrite®は stripped skin や









 Fluoresbrite®と同様な溶質径（41.6 nm）を有する FD-2000 は intact skin を透過
しなかったが（Fig. 6）、stripped skin は透過した（Fig. 7）。前述した Fluoresbrite®
と FD-2000 の皮膚透過性の違いには、皮膚への溶解性（分配性）が大きく寄与
していると考えられた。一方、溶質径が 3 nm 程度の FD-4 では intact skin 透過係
数は角層の落屑速度である 1 × 10-9 cm/s 付近であった。第 1 章、第 1 節の 2 で示
したように、1 × 10-9 cm/s 以下の Pを示す物質では、角層を透過経路とする場合、
in vivo では皮膚透過しないと考えられる。しかし、FD-4 は needle-punctured skin
だけでなく、razor-treated skin や stripped skin をそれ以上の P 値で透過した（Figs. 
6, 7）。これは、FD-4 の皮膚透過のバリアーが角層にあることを示唆している。
なお、FITC-dextrans の分子径 d の対数値、Log d の増加に伴い各皮膚の Log P は
減少したことを確認した（Fig. 8）。 
 各処理を施した皮膚の電気抵抗値を比較すると、needle-punctured skin の電気
抵抗値が razor-treated skin や stripped skin の電気抵抗値より高い値を示した（Fig. 





 Fluoresbrite®は電気抵抗値が低い stripped skin および razor-treated skin を透過し
なかったこと、また、電気抵抗値が高いが貫通孔（細孔ルート）を形成させた
needle-punctured skin は透過したこと、さらに FD-4 の皮膚透過は電気抵抗値の逆
数と相関したが Fluoresbrite®の皮膚透過は電気抵抗値の逆数と相関しなかった











子は角層を取り除いた stripped skin も透過しなかったことから、ナノ粒子は生き
た表皮や真皮中をほとんど拡散できないものと考えられた。以上、透過膜とし
て皮膚をみた時、直径 50 nm 程度のナノ粒子は皮膚を透過・貫通しないと結論
づけられた。したがって、ナノマテリアルを健常皮膚に適用しても安全である













needle-punctured skin では 50 nm の Fluoresbrite®の透過が認められた。また、その
透過ルートは注射針により形成された貫通孔であることが示唆された。そのた
め、実際に化粧品として使用されているナノ粒子も付属器官に侵入することが
予測される。Alvarez-Román らの報告によると 100 nm 程度の蛍光ナノ粒子で毛





















第 2 節 結果 
 
1. サンスクリーン剤の皮膚表面分布 11) 
 Figures 12、13 にサンスクリーン剤適用後の皮膚表面の SEM 画像を示す。そ
れぞれの図のバーの目盛りは Fig. 12a では 1.0 mm、b では 200 µm、c では 50 µm
であり、Fig. 12a から c の順に倍率が増えている。図中の白色ドットはサンスク
リーン剤を示す。Fig. 12a と b からサンスクリーン剤は皮溝部に集積しているこ
と、また、Fig. 12c から毛嚢ロート部にサンスクリーン剤の凝集粒子があること
が分かる。 
 Figure 13にサンスクリーン剤適用後の皮膚表面の SEM画像の元素マッピング
像を示す。Fig. 13a は SEM 像である。なお、Fig. 13a-f は毛嚢を含む同一部位を
示す。Fig. 13b の炭素（C）分布を示す紅色部分は Fig. 13a の SEM 画像の黒色部
分と一致する。これらの部分はサンスクリーン剤に起因する微粒子酸化チタン
や微粒子酸化亜鉛が少ない部位である。一方、Fig. 13c, d で示したそれぞれチタ
ン（Ti）と亜鉛（Zn）の分布は共に似ていて、かつ、SEM 画像の白色部分と一
致する。すなわち、これらの領域はサンスクリーン剤中の微粒子酸化チタンや









Fig. 12  SEM images of porcine skin surface after application of marketed sunscreen. 
Arrow shows aggregated nanoparticles irrupt into hair follicle. 





Fig. 13  SEM-EDX elemental mapping images of porcine skin surface after 
application of marketed sunscreen (a) original SEM image, (b) carbon mapping, (c) 
titanium mapping, (d) zinc mapping, (e) merged carbon and titanium mapping, (f) 
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過バリアー能を有する stripped skin や真皮層にまで傷を付けた razor-treated skin
でも透過しないことを確認した 11)。しかしながら、注射針で皮膚を完全に貫通

























coated rutile typed titanium dioxide nanoparticles: SRT; MT-100WP）、水酸化アルミニ
ウム処理ルチル型微粒子酸化チタン（Aluminum hydroxide coated rutile typed 
titanium dioxide nanoparticles; ART）、および無処理ルチル型微粒子酸化チタン
（Non-coated rutile typed titanium dioxide nanoparticles; NRT; MT-150W）、無処理ア
ナターゼ型微粒子酸化チタン（Non-coated anatase typed titanium dioxide 
nanoparticles; NAT; AMT-100）はテイカ株式会社（大阪、日本）より供給された。
また、3-(4,5-Dimethylthyazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide（MTT）試
薬と Triton X-100 は Sigma Aldrich Co., Ltd.（St. Louis、MO、U.S.A.）より、LDH 
cytotoxicity assay kit は Cayman Chemical Company（Ann Arbor、MI、U.S.A.）より、




（HuMedia-KG2）は Kurabo Industries Ltd.（大阪、日本）から購入した。Dulbecco’s 
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modified eagle medium（DMEM）は日本製薬株式会社（東京、日本）から購入し
た。Fetal bovine serum（FBS）は株式会社ニチレイ（東京、日本）から購入した。 
 
2. 微粒子酸化チタンの粒子径およびゼータ電位測定 
 種々微粒子酸化チタンを各培地に濃度を 0.01 および 0.1 mg/mL になるよう調
整し、ソニケータ （ーBranson 5510、Branson ultrasonics Co.、Danbury、CT、U.S.A.）
を用いて分散させた。培地分散液中の微粒子酸化チタン粒子径は、Zetasizer Nano
（Malvern Instruments Ltd.、Worcestershire、U.K.）を用いて測定した。さらに、
Zeta sizer 3000HSA（Malvern Instruments Ltd.、Worcestershire、U.K.）を用いてゼ
ータ電位を測定した。 
 
3. 皮膚障害性試験法（MTT assay, LDH assay, IL-1放出量の測定） 
 LSE-high をポリカーボネート膜ごとセルカルチャーインサートから切り抜い
た。コントロールとして LSE アッセイ培地、ポジティブコントロールとして 1% 
Triton X-100 培地溶液および 10 mg/mL に調整した種々微粒子酸化チタン培地懸
濁液をそれぞれ LSE-high に 10 µL 皮内注射した。皮内投与後の LSE-high は新た
な 6 well セルカルチャーインサートに移した。インサート外側に培地を 1.2 mL
適用後、インキュベート（48 時間、37C、5% CO2）した。インサート外側の培
地を回収後、回収した培地中に放出した LDH および IL-1量を測定した。測定
方法は培養細胞と同様の kit を用い、説明書の手順に従った。その後、インサー
ト外側に 0.333 mg/mL MTT 培地を 300 μL/well 適用して再度インキュベート（4
時間、37C、5% CO2）した。LSE-high は生検パンチを用いてくり貫いた後、生
成したホルマザンを 300 μL の 0.04 N 塩酸イソプロパノール溶液で 2 時間抽出し
た。マイクロプレートリーダ （ーSpectraMax M2e、モレキュラーデバイス、東京、
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群間の相関性は ANOVA を用い、post-hoc test として Dunnett 検定により行い、
いずれの場合も危険率 5%未満を有意と判断した。  





 Tables 6, 7 に各培地に分散させた種々微粒子酸化チタンの粒子径およびゼー























373  14 1061  53 514   34
ART 15 853  130 3322  1071 603  264
NRT 15 415  62 3187  31 846  29
NAT 6 629  303 1219  1563 652  51
Values are the mean  S.E. (n = 3). 
 









Zeta potential (mV) 







-13.10  0.50 -7.90  0.36 -9.87  0.58
ART 15 -16.17  0.69 -8.77  1.58 -13.1  1.30
NRT 15 -15.27  1.34 -8.43  0.17 -13.1  1.30
NAT 6 -14.9  0.49 -10.5  2.09 -10.9  0.35
Values are the mean  S.E. (n = 3). 
 




細胞率（%）と LSE-high からの LDH 放出量および IL-1量を示す。NAT 投与後
の生細胞率は、培地適用群と比較して 80%に低下した。しかし、他の微粒子酸




酸化チタン（SRT、ART）に比べ LDH 放出量が少ない傾向を示した（Fig. 14b）。
しかし、種々微粒子酸化チタン投与後の IL-1量は培地のみ適用群と比較して
ART では低い傾向がみられたものの有意な差は見られなかった（Fig. 14c）。 
  
Fig. 14  Effect of TiO2 nanoparticles on the cell viability of LSE-high (a), LDH (b) 
and IL-1 release (c) from LSE-high.  Values are the mean ± S.E. (n = 3-6).
Statistical analysis using non-repeated measures ANOVA with Dunnett test for 
post-hoc test.  *P<0.05 and **P<0.01 were assumed to be significant.  Symbols: 
; 10.0 mg/mL TiO2 nanoparticles. 
 







































































子同士の静電反発が低下し凝集を促進したと考えられた 50, 51)。 
 
2. 微粒子酸化チタン皮内投与後の障害性 




り、NRT および NAT を皮内投与すると LDH 放出量が増加したがコーティング
した SRT や ART では培地投与群とほぼ同様であった（Fig. 14b）ことから、表
面コーティングにより皮膚細胞への障害は減少する傾向が考えられた。 
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 本章では、HEK および HDF を用いて、MTT assay により細胞障害性、LDH の
放出量測定により細胞膜障害性、IL-1の放出量測定により炎症反応性、および
H2O2 の放出量測定により酸化ストレス障害性を試験し、皮膚細胞へのナノ粒子







 種々微粒子酸化チタン、HuMedia-KG2、DMEM、FBS、MTT 試薬、LDH cytoxicity 
assay kit、Triton X-100、Quantikine®（Human IL-1α/IL-1F1 immunoassay）は第 2
編 第 1 章と同じものを用いた。Hydrogen peroxide assay kit は Cayman Chemical 
Company（Ann Arbor、MI、U.S.A.）より購入した。Cell Proliferation ELISA BrdU 
colorimetric kit は Roche Applied Science（Mannheim、Germany）より購入した。
Comet assay kit は Trevigen Inc.（Gaithersburg、MD、U.S.A.）より購入した。 
 正常ヒト新生児包皮表皮角化細胞（HEK）、トリプシン/EDTA 溶液、トリプシ
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 HEK は HuMedia-KG2 中、37ºC、5% CO2 条件下で培養した。HDF は 10% FBS





 HEK または HDF を 2 × 104 cells/0.3 mL/well となるように、24 well マイクロプ
レートにセットした 24 well セルカルチャーインサート（ポアサイズ：0.4 µm、
メンブラン：polyethylene terephthalate; PET）内側へ播種し、インサート外側に培
地を 0.5 mL 適用して、37C、5% CO2、24 時間の条件下でプレインキュベートし
た。その後、インサート内外の培地を除去した。種々微粒子酸化チタンは濃度
が 0.01、0.1、1、10 および 100 mg/mL となるよう培地を用いて調整し、ネガテ
ィブコントロールとしてHEKではHuMedia-KG2を、HDFではDMEM + 10% FBS
を用いた。これらはそれぞれインサート内側に 0.3 mL/well 適用した。インサー
ト外側に培地を 0.5 mL 適用後、インキュベート（48 時間、37C、5% CO2）し
た。その後、製剤およびインサート外側の培地を除去し、インサート内側に 0.333 
mg/mL MTT 培地を 300 μL/well 適用して再度インキュベート（4 時間、37C、5% 
CO2）した。生成したホルマザンは 100 μL の 0.04 N 塩酸-イソプロパノール溶液
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で 30 分抽出し、マイクロプレートリーダーにて測定波長 570 nm、対照波長 650 
nm の吸光度差を用いて定量した。死細胞率を求め、Tmaxを 100 と仮定し、Sigmoid 
Emax model (1) 式に非線形最小二乗法を用いてフィッティングし、各パラメータ
ーを算出した。 
 






 2 × 104 cells/0.3 mL/wellのHEKおよびHDFを 24 wellセルカルチャーインサー
ト内に播種し、MTT assay と同条件でインキュベートした。0.01 または 0.1 mg/mL
に調整した種々微粒子酸化チタン培地懸濁液を試験製剤として適用した。また、
ネガティブコントロールは培地のみ、ポジティブコントロールは 1% Triton 
X-100 培地溶液を用いた。適用 48 時間後、インサート外側の培地 0.5 mL を回収
した。その後、LDH cytotoxicity assay kit の手順に従い、分光光度法（測定波長；
490 nm）により LDH 放出量を求めた。 
 
IL-1放出量の測定 
 LDH 放出量の測定と同様の操作を行った。回収した培地は Quantikine®（Human 
IL-1α/IL-1F1 immunoassay）の手順に従い、分光光度法（測定波長；530 nm）に
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H2O2 産生量の測定 
 LDH 放出量の測定と同様に操作した。回収した培地は hydrogen peroxide assay 
kit の手順に従い、蛍光分光光度法（励起波長；530 nm、蛍光波長；570 nm）に




 1 × 104 cells/0.1 mL/well の HEK および HDF を 96 well プレート内へ播種し、イ
ンキュベーター内で 24 時間プレインキュベートした後、well 内の培地を除去し、
試験製剤を各 0.1 mL 適用して 37C、5% CO2 存在下で 48 時間インキュベートし
た。0.01 または 0.1 mg/mL に調整した種々微粒子酸化チタン培地懸濁液を試験
製剤とした。ネガティブコントロールは培地のみとした。その後の操作は cell 
proliferation ELISA BrdU（colorimetric）の手順に従い、分光光度法（測定波長；
450 nm）により培養細胞に取り込まれた BrdU を定量した。 
 
Comet assay 
 2 × 105 cells/1.0 mL/well の HEK および HDF を 6 well プレート内に播種し、24
時間プレインキュベートした後、培地を除去し、試験製剤各 1.0 mL を適用して
37C、5% CO2 存在下で 4 時間インキュベートした。0.01 または 0.1 mg/mL に調
整した種々微粒子酸化チタン培地懸濁液を試験製剤とした。ネガティブコント
ロールはHEKで増殖添加剤を加えたHuMedia-KG2、HDFではDMEM + 10% FBS、
また、ポジティブコントロールとしてはぞれぞれ 0.2 mM H2O2 培地溶液を用い
た。その後、試験製剤を除去し、6 well 内側の種々培養細胞をセルスクレイパー
により回収した。HEK は 1000 rpm、5 分、HDF は 500 rpm、10 分遠心分離操作
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を行い、培地を除去後、PBS で 1 回洗浄した。以後、comet assay kit の手順に従
い実験を行った。また、使用した電気泳動は 20 V、300 mA、30 分の条件下で行
い、測定は励起波長 494 nm、蛍光波長 521 nm で行った。画像解析は comet assay 
software project（Casp; Casplab.com, Wroclaw, Poland）を用い、以下の（1）式よ




 種々微粒子酸化チタン適用 48 時間後の HEK および HDF を位相差顕微鏡









Tail Total acreage of head intensity;
Total acreage of tail intensity;
Tail%DNA= / ( + ) ×100
100
DNA %Taillength Tail)TM( moment Tail  …(1) 






 HEK と HDF に種々微粒子酸化チタンを適用した時の細胞障害性を MTT assay
により評価した。Figure 15 に HEK と HDF に種々微粒子酸化チタンを適用した




また、共に SRT が一番安全で NAT の危険率が高いことが分かった。 
 
  




Fig. 15  Dead cell number of TiO2 nanoparticles on HEK (a) and HDF (b). 
Values are the mean ± S.D. (n = 3).  Symbols: ○; SRT, △; ART, □,; NRT, ◇; NAT. 
 
Table 8 Cytotoxicity parameters of HEK and HDF 48 h after application of TiO2 
nanoparticles 
Particle 
HEK  HDF 
TC50 (mg/mL) γ  TC50 (mg/mL) γ 
SRT 2.03 1.19  238.2 0.41 
ART 0.39 1.19  204.8 0.15 
NRT 0.21 0.96  43.5 1.08 
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LDH assay 
 HEK と HDF に種々微粒子酸化チタンを適用した時の細胞膜障害性を LDH の
放出量の測定により評価した。Figure 16 に種々微粒子酸化チタンを HEK および
HDF に適用した後の LDH の放出量を示す。HDF からの LDH の放出量は HEK
からの放出量より高かった。しかし、HDF ではどの微粒子酸化チタンを適用し
ても培地適用群と比較して有意な差はみられなかった（Fig. 16b）。一方で、NAT
を 0.10 mg/mL 適用した後の HEK からの LDH 放出量は培地適用群と比較して約
5 倍の増加を示した（Fig. 16a）。しかし、SRT、ART、NRT では濃度によらず培




Fig. 16  Effect of TiO2 nanoparticles on the LDH amount released from HEK and HDF. 
Values are the mean ± S.E. (n = 3-9).  Statistical analysis was performed by the same 
method as in Fig. 14.  *P<0.05 and **P<0.01 were assumed to be significant. 
Symbols:   ; 0.01 mg/mL TiO2 nanoparticles,   ; 0.10 mg/mL TiO2 nanoparticles. 
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IL-1放出量の測定 
 HEK と HDF に種々微粒子酸化チタンを適用した時の炎症反応性を IL-1放出
量の測定により評価した。Figure 17 に種々微粒子酸化チタンを HEK および HDF
に適用後の IL-1の放出量を示す。各細胞とも微粒子酸化チタンの適用濃度が上
昇するにつれて IL-1の放出量が増大した。コーティングをしていない微粒子酸
化チタン（NRT、NAT）0.10 mg/mL を HEK に適用した後の IL-1α 放出量は、培
地適用群に対して 1.5 および 2.6 倍増加した（Fig. 17a）。しかし、コーティング
をしている微粒子酸化チタン（SRT、ART）では濃度によらず IL-1α 放出量は同
じであった（Fig. 17a）。一方、HDF では培地適用群と比較してコーティングの
有無や結晶構造による IL-1α 放出量の差はみられなかった（Fig. 17b）。 
  
 
Fig. 17  Effect of TiO2 nanoparticles on the IL-1 amount released from HEK and 
HDF.  Values are the mean ± S.E. (n = 3-6).  Statistical analysis was performed by 
the same method as in Fig. 14.  *P<0.05 and **P<0.01 were assumed to be 
significant.  Symbols: the same as in Fig. 16. 
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H2O2 産生量の測定 
 HEK と HDF に種々微粒子酸化チタンを適用した時の酸化ストレス障害性を
H2O2 産生量の測定により評価した。Figure 18 に種々微粒子酸化チタンを HEK
および HDF に適用後の H2O2 産生量を示す。HEK、HDF 共に、NAT は他の微粒
子酸化チタンを適用した時と比べ H2O2 産生量が最も多かった。また、ART と




Fig. 18  Effect of TiO2 nanoparticles on the H2O2 amount released from HEK and 
HDF.  Values are the mean ± S.E. (n = 3).  Statistical analysis was performed by the 
same method as in Fig. 14.  *P<0.05 and **P<0.01 were assumed to be significant. 
Symbols: the same as in Fig. 16. 



































 HEKと HDFに種々微粒子酸化チタンを適用した時の細胞増殖能をBrdU assay








Fig. 19  Effect of TiO2 nanoparticles on the cell proliferation of HEK and HDF.
Values are the mean ± S.E. (n = 3-7).  Statistical analysis was performed by the 
same as in Fig. 14.  *P<0.05 and **P<0.01 were assumed to be significant. 
Symbols: the same as in Fig. 16. 
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Comet assay 
 HEK と HDF に種々微粒子酸化チタンを適用した時の DNA 障害性を comet 
assay により評価した。Figure 20 に種々微粒子酸化チタン適用後の HEK および
HDF の comet assay による DNA 損傷の程度を示す。コーティングをした微粒子
酸化チタン（SRT、ART）はコーティングをしていない粒子（NRT、NAT）より
DNA 損傷が弱かった。また、ルチル型はアナターゼ型に比べ DNA 損傷の程度
が弱かった。HEK および HDF 共に NAT を適用した後の DNA 損傷が一番強くあ
らわれた。しかし、HEK の方が HDF よりも DNA 損傷の程度は強かった。 
  
 
Fig. 20  Effect of TiO2 nanoparticles on the DNA damage of HEK and HDF. 
Values are the mean ± S.E. (n = 10).  Statistical analysis was performed by the same 
as in Fig. 14.  *P<0.05 and **P<0.01 were assumed to be significant.  Symbols: 
the same as in Fig. 16. 
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3. 細胞形態観察 









Fig. 21  Observation of HEK (a) and HDF (b) cells after application of different 
TiO2 nanoparticles. 
Control























HEK と HDF 共に NAT>NRT>ART>SRT の順になった。同じ粒子で TC50 の値を比
べると、HEK のほうが HDF よりも低かった（Table 8）。Figure 15 と各細胞の TC50
の値より、微粒子酸化チタンへの耐性は HDF より HEK の方が低いと考えられ
る。また、Hill 式より求めた形状因子（γ）（Table 8）が大きい場合は、Figure 15a
をみても分かるように、ほんの少しの濃度増加により死細胞率が大きく増加す















ン（38 mg/mL）が含まれている。また、第 1 編で求めた Fluoresbrite®の下限定量
限界値から算出した P 値の上限値 2.4  10-10 cm/s とサンスクリーン剤中の微粒
子酸化チタン濃度から、サンスクリーン剤を塗布後の微粒子酸化チタン皮膚透
過量を見積もると 1 日あたり 0.8 μg/cm2 となる。実際のサンスクリーン剤の塗布
量が皮膚 1 cm2 あたり 0.5 mg（液体の場合 0.5 μL）と言われている 55)ことから、
TC50より単位面積当たりの微粒子酸化チタン量を求めるとHEKではSRT、ART、
NRT、NAT の順に、1.02、0.20、0.11、0.05 μg/cm2 となり、HDF では 119、102、
21.8、6.2 μg/cm2 となる。計算で求めた P 値の上限値を用いると、表皮細胞が微
粒子酸化チタンに直接曝露された場合は細胞障害があらわれる可能性があると




 HEK は HDF と比べて微粒子酸化チタン適用後の LDH 放出量が少なかった
（Fig. 16）。しかし、HDF では培地のみでも LDH が放出されることから、真皮
への微粒子酸化チタンの影響は少ないことが示唆された。また、NAT を適用す






























することにより、DNA や RNA の分解を起こすことが知られている 53, 57)。微粒
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子の適用濃度の上昇に伴い細胞増殖能が低下することは Shukla らによって報告
されている 52)。また、SRT を 0.01 mg/mL 適用しても HEK の細胞増殖能は培地
適用群に対して差は見られなかったが、他の微粒子酸化チタンでは細胞増殖能







 HEK および HDF 中の DNA 損傷は適用した微粒子酸化チタンの濃度に伴い上
昇した。また、NAT を 0.10 mg/mL 適用した後の HEK の DNA 損傷は培地適用群
のそれに対して 24 倍であった。さらに、NAT を HDF に 0.01 または 0.10 mg/mL




ナターゼ型の光触媒活性はルチル型よりも約 1.5 倍高く 58)、光触媒活性により生
じる過酸化水素や酸化的DNA損傷もアナターゼ型が引き起こしやすくなると思
われる。細胞種は異なるが、ルチル型よりアナターゼ型が DNA 損傷の程度が高
いという結果は Gurr らの報告とも一致している 56)。 
 今回の試験は暗所で行っているが、光照射・非照射によらず、魚類の皮膚細
胞 59)およびマウスリンパ腫細胞 60)、B 細胞 61)、リンパ球 62, 63)などを用いた試験
において、DNA 損傷が引き起こされる結果が報告されている。しかしながら、
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 白 色 ワ セ リ ン は 小 堺 製 薬 株 式 会 社 （ 東 京 ） か ら 購 入 し た 。
1-chloro-2,4-dinitrobenzene（DNCB）は東京化成工業株式会社（東京）から購入
した。また、sodium dodecyl sulfate（SDS）は和光純薬工業株式会社（大阪）か








3. 種々微粒子酸化チタンを用いた皮膚感作性試験法（Adjuvant and patch test 法） 
 粉体や難溶性物質の感作性を評価する場合に用いる手段である Adjuvant and 
patch test 法 67)に基づいて行った。試験方法の概略を Figure 22 に、適用した物質
を Table 9 に示す。一次感作では、モルモットの肩甲骨上の 4 cm  6 cm の部位
を剃毛した。その翌日に正中線をはさんだ 2 cm  4 cm 投与部位の四隅に注射用
水とフロイント完全アジュバント（FCA）の 1：1 の油中水型（w/o）乳化液（E-FCA）
を 0.1 mL/site 皮内投与した。続いて皮内投与部位の角層に滅菌した注射針を用
いて井型の傷をつけた。擦過傷で囲む部位に、白色ワセリンと混合した 5%また
は 25% になるように調製した酸化チタン軟膏を 100 mg 適用した。また、陽性
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対照として白色ワセリンと混合した 0.1% DNCB 軟膏それぞれ 100 mg 適用し、
24 時間閉塞塗布した。この閉塞適用の操作を 3 日間連続して行った。二次感作
では、初回貼付感作から 7 日目に同部位を除毛し、被験物質の浸透性を高める
ため白色ワセリンに混合した 10% SDS を一次感作部位に 100 mg 開放塗布した。
その 24 時間後（一次感作後 8 日目）に SDS 軟膏を除去し、5%または 25% に調
製した酸化チタン軟膏および 0.1% DNCB 軟膏 200 mg 適用し、いずれも 48 時間
閉塞塗布した。二次感作から 2 週間後に感作モルモットの体側部を除毛し、そ
の部位に適用物質を貼付し 24 時間閉塞塗布した。閉塞塗布後 24 時間および 48
時間後に皮膚反応（紅斑、痂皮形成、浮腫）の有無およびその程度を判定基準




能になるようにした。Table 11 に色彩色差計の測定条件を示す。 
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Table 10  Evaluation of skin reaction (scale of scoring) 
 
 
Table 11  Conditions for erythema measurement 
照明・受光光学系 拡散照明垂直受光方式 
観察光源 C 光源 
視野 2 度 
表色系・表色値* L*a*b* 
紅斑痂皮形成 浮腫形成
皮膚反応の程度 評点 皮膚反応の程度 評点
紅斑なし 0 浮腫なし 0
ごく軽度の紅斑（やっと認められる程度） 1 ごく軽度の浮腫（やっと認められる程度） 1
明らかな紅斑 2 明らかな紅斑（周囲と明らかに区分可能） 2






Fig. 22  Time schedule of skin sensitization tests. 
 
Table 9  Application schedule  
0 1 2 3 4W
一次感作 二次感作 誘発 観察
一次感作 二次感作 誘発











5% or 25% TiO2（白色ワセリンと混合）
5% or 25% TiO2
（白色ワセリンと混合）
5% or 25% TiO2
（白色ワセリンと混合）
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第 2 節 結果 
 
1. 種々微粒子酸化チタンの皮膚感作性 
 Tables 12, 13 に NRT および NAT の皮膚感作の判定結果を示す。また、Figure 23
に色彩色差計での測定結果を示す。NRT および NAT は皮膚感作性を示さなかっ
た。誘導後の皮膚の状態を観察しても明らかな紅斑や浮腫は見られなかった。
色彩色差計による感作部位の測定では、DNCB で a*値の上昇がみられた。NRT
および NAT 適用群では a*値が control 群とほぼ同じであった。色彩色差計によ
る測定では DNCB 群で a*値の上昇がみられたことより、皮膚に紅斑が形成され
炎症が生じたことが分かった。 
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Table 12  Effect of non-coated rutile type TiO2 particles exposure on the skin 
sensitization 
  Fractional response* Mean response S.D. 
24 h 
control 2/4 0.75 0.96 
DNCB 4/4 4.00 1.15 
NRT 5% 3/4 0.75 0.50 
NRT 25% 1/4 0.25 0.50 
48 h 
control 2/4 0.50 0.58 
DNCB 4/4 4.00 1.83 
NRT 5% 4/4 1.75 0.96 
NRT25% 2/4 0.50 0.58 
*Fractional response (= positive/total) 
 
Table 13  Effect of non-coated anatase type TiO2 particles exposure on the skin 
sensitization 
  Fractional response* Mean response S.D. 
24 h 
control 2/5 0.60 0.90 
DNCB 5/5 4.00 1.00 
NAT 5% 0/4 0 0 
NAT 25% 1/4 0.33 0.58 
48 h 
control 3/5 0.60 0.54 
DNCB 5/5 4.20 1.64 
NAT 5% 0/4 0 0 
NAT 25% 0/4 0 0 




第 3 節 考察 
 










Figure 23  Effect of a) NRT and b)NAT exposure on the a* value.   
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種々微粒子酸化チタンは第 2 編 第 1 章と同じものを用いた。Soluene-350 は




7 週令の雄性 ddY マウスは、三協ラボサービス株式会社（東京、日本）より







1%、0.2%シリカ処理酸化チタン／生理食塩液分散体を 0.05 mL 投与し、5 分、
72 時間、1 ヶ月、6 ヶ月後に心臓採血を行い、心肺灌流後、マウスから脳、肺、
心臓、肝臓、腎臓、脾臓を摘出した。また、その後、各臓器の質重量を測定し、
Soluene-350 で臓器を溶解させ、結合誘導プラズマ質量分析装置（inductively 




4. ICP-MS のサンプル調製法 
 Soluene-350 で臓器を溶解させた試料、約 0.1 g を正確にとり、160C のホット
プレート上で乾固し水分を蒸発させた。これを 500C のホットプレート上で炭
化した後、500C の電気炉中で一晩灰化した。放冷後、硝酸 2 mL 及び水少量を
加え、160C のホットプレート上で 30 分加温溶解した。放冷後、水で 50 mL と
し、試験溶液とした。 
 
5. ICP-MS の定量法 
 試験溶液を 10 mL とり、硝酸及び内部標準液（コバルトの 1 g/mL 溶液）を
それぞれ 100 L ずつ加え、ICP-MS に導入した。別に、市販のチタン標準液を
水で段階的に希釈して調製した標準溶液を 10 mL とり、60%硝酸及び内部標準
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液をそれぞれ 100 L ずつ加え、ICP-MS に導入した。コバルトに対するチタン









デヒド／0.1 M カコジル酸緩衝液、4C で前固定し、その後、2%四酸化オスミウ
ム水溶液、4C、3 時間後固定を行った。室温で 50～100%エタノールで脱水後、
EPON812 で 60C、48 時間熱重合をさせ試料を包埋した。包埋した試料をウルト
ラミクロトームで超薄切（t = 80-90 nm）し、酢酸ウラニル／亜鉛染色液で 15 分
間、室温で二重染色を行い、カーボン真空蒸着でコーティングを行い観察した。
なお、電子顕微鏡による撮影は株式会社花市電子顕微鏡技術研究所（岡崎、愛
Table 14  Operating conditions of ICP-MS 
RF パワー 1600 W 
プラズマ条件  
サンプリング位置 8.7 mm 
プラズマガス（アルゴン） 15 L/min 










リカ処理酸化チタン／生理食塩液分散体を 0.05 mL 投与し、72 時間、3 週間後
のマウスの血清を採取し、炎症マーカー（blood urea nitrogen (BUN)、creatine 












積した（Figs. 24, 25）。一方、投与後 6 ヶ月には脾臓中のチタン濃度が上昇した。
ナノマテリアルの分布が懸念されている脳への分布は観察されなかった。 
 投与量から求めた酸化チタンの回収率を表に示す（Table 16）。いずれも、回
収率が 100%に至らなかった。  
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Table 15  Titanium level in several food stuffs and others 
Food/Soil Production area 
Conc.
(g/g) Food/Soil Production area Conc.(g/g) 
beef Japan 0.17 lettucea  41  15
beef Australia 0.26 Boston lettucea  10  14 
pork Japan 0.26 Japanese parsleya  53  12 
pork USA 0.44 Japanese radish (leaf)a  37  33 
chicken Japan 0.14 Welsh oniona  20  13 
egg Japan 1.70 tomatoa  39.1  9.2 
salmon Norway 0.37 paprikaa  14  16 
shrimp India 2.52 sprouta  38  16 
onion Japan 0.33 AIN 93Gb Josai Univ. 6.29 
potato Japan 0.12 α cornstarch  0.18 
paprika Netherlands 0.19 β cornstarch  0.18 
carrot USA 0.59 casein  1.60 
corn USA 0.60 cellulose  < 0.1 
flour mainly USA 0.31 soft water USA < 0.05 
soybeans Japan 3.24 water Thailand < 0.05 
rice Japan 0.91 soft water France < 0.05 
orange USA 0.65 mid-hard water France < 0.05 
lemon USA 1.64 hard water France < 0.05 
grapefruit South Africa 0.39 urban water Thailand < 0.05 
banana Philippines < 0.1 soft water Japan < 0.05 
Japanese parsleya Japan 101  19 soft water Japan < 0.05 
Japanese parsleya Japan 10  13 watera Japan 13  17 
Chinese cabbagea Japan 29.5  14 watera Japan 3.2  8.0 
Chinese cabbagea Japan 20  13 soila Japan 4,980  220 
bok-choya  35.0  8.8 soila Japan 3,380  180 
Chinese cabbagea  22  19 soila Japan 5,540  230 
Cabbagea  52.7  11 soila Japan 5,870  260 
Macrophylla  12.0  6.0    
a J. Itoh et al.71), b received from Prof. Wada (Josai Univ.) 
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Fig. 24  Amount of TiO2 after i.v. injection of TiO2 nanoparticles. 
(a): 5% TiO2, (b): 1% TiO2, (c): 0.2% TiO2. 
Symbols: □; control, ■; 5 min,   ; 72 h,   ; 1 month,   ; 6 months. 
Values are the mean  S.E. (n = 3-5). 
a) b)
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Fig. 25  Concentrations of TiO2 in several tissues after i.v. injection of TiO2 
nanoparticles.  (a): 5% TiO2, (b): 1% TiO2, (c): 0.2% TiO2. 
Symbols: □; control, ■; 5 min,  ; 72 h,  ; 1 month,  ; 6 months. 
Values are the mean  S.E. (n = 3-5). 









































































Table 16  Recovery ratio of TiO2 after i.v. injection 
 5 min 72 h 1 month 6 month 
5% 66.7% 51.7% 45.5% 74.6% 
1% 43.1% 58.5% 59.4% ― 
0.2% 67.7% 73.0% 64.8% ― 
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2. 透過型電子顕微鏡を用いた微粒子酸化チタン静脈内投与後の組織観察 
 TEM 観察の結果、投与 72 時間後には肝臓の血管内皮細胞と肝実質細胞との
間に存在するディッセ腔に微粒子酸化チタンが確認され（Fig. 26a）、投与 1 ヶ
月後にはクッパー細胞や肝実質細胞中のリソソーム中に微粒子酸化チタンの取
り込みが確認された（Fig 26b）。非投与群（コントロール群）である Fig. 26c で
粒子状物質が確認できないことから、Fig.26a および b 中の黒色部を酸化チタン
粒子と認識し、存在する部位を○で囲んだ。なお、酸化チタン粒子の取り込み
による形態変化はみられなかった。また、投与 1 ヶ月後の TEM 観察よりリソソ
ーム画分に微粒子酸化チタンの取り込みが確認された。 
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Fig. 26  TEM images on mouse liver after i.v. injection of TiO2 nanoparticles. 























Fig. 27  Effect of TiO2 nanoparticles on the inflammatory markers in mice. 
(a) : BUN, (b) : CPK, (c) : AST, (d) : ALT, (e) : LDH.  Values are the mean  S.E. (n = 
5). 























































































































 そこで、本研究では、健常皮膚モデルとして intact skin、傷害皮膚を想定した
皮膚モデルとして角層を剥離した stripped skin、カミソリで皮膚を傷つけた












した。intact skin、stripped skin、razor-treated skin 透過実験では Fluoresbriteの透













































77, 78)。ヒトへの曝露を減少させるフィルターなどの防曝技術の開発 79, 80)の発展
も併せて必要であろう。 
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 微粒子酸化チタンをはじめとするナノ粒子の安全性評価はヒトへの使用や曝
露に対し臨機応変に対応していくことが大変重要である 81, 82)。 
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